BUNDESREPUBLIK 
DEUTSCHLAND 



Offenlegungsschrift 
DE 3048883 A1 




DEUTSCHES 
PATENTAMT 



Aktenzeichen: 
@ Anmeldetag: 
@ Offenlegungstag: 



@ Anmelden 

Boehringer Mannheim GmbH« 6800 Mannheim, DE; 
Tschechoslowakische Akademie der Wissenschaftan. 
11142 Praha, CS 

@ Vertreter: 

Gru&dorf, J.. Dipl.^Chem. Dr.rer.nat.; Daum, M., Dr.^lng., 
Pat.-Ass.. 6800 Mannheim 



P 30 48 883.6 
23. 12.80 
15. 7.82 



Int. CI. 3: 

C08F2/22 

C 08 F 20/32 
C 12 a 1/00 
C 12 N 11/08 
C 07 G 7/00 
G 01 N 33/54 



@ Erfinden 

Batz, Hans-Georg, Dr.rer.nat., 6132 Tutzing, DE; Tanswell, 
Paul, Dr.phil., 8033 Planegg, DE; Baier, Manfred, Dr.rer.nat.. 
8134 Pocking. DE; Bouchal, Karel, Dr.-lng., 150 00 Prag, CS; 
Kalal, Jaroslav, Prof. Dr.^lng., 160 00 Prag, CS; Svec, 
Frantisek, Dr.-lng., 273 43 Hrebec. CS; Zurkova, gab. Hrub6. 
Eva, 147 00 Praha, CS; Kalat Jaroslav, Prof. Dr.lno., 160 00 
Praha, CS; Svsc, Frantisek. Dr.-lng., 27343 Hrebec. CS; 
Zurkova, geb. Hrub&, Eva, Dr.-lng.. 147 00 Praha. CS 



< 

00 

eo 

I 

CO 
HI 

Q 




@ Hydrophile Latoxpartlkel* Verfahren zu deran Heratellung und daren Verwandiing 



o 

"T5 



< 

S3 

oo 

M 

til 

a 



BUNnESDRUCKEREl BERLIN CS^ 82 210 Q28/B23 



14/BO 



E-SSDOCID: <DE 



.3D<8BS3A1J_3 



3048883 




Patent ansprliche 

Aus elnexa Homo- Oder Copolymer Isa-t von in Wasser 
schwerloslichen Monomeren bestehende hydrophile Latex- 
partikel, dadurch gekennzeichnet, daB sie durch Emul- 

* 

sionspolymerisation in Anwesenheit eines wasserlos- 
lichen, Radikale bildenden Initiators, jedoch ohne 
jeden Zusatz eines Emulgators, Stabilisators Oder 
Netrtnittels herstellbar sdLnd* 

* 

Hydrophile I*atexpartikel. nach Anspruch 1 , dadurch 
gekennzeichnet, daB das Monomer (im Falle eines 

* 

Homopolymerisats) bzw. ein Teil der Monomeren (im 
Falle eines Copolymerisats) ein mindestens eine poly- 
merisierbare C=C -Doppelbindung im Molekul enthalten- 
des Epoxid. ist. 



Hydrophile Latexpartikel nach Anspruch 2, dadurch 
gekennzeichnet, da8 das Monomer bzw. ein Teil der 
Monomeren eine Epoxy-alkylen-Verbindung bzw. ein 
Glycidylester oder Glycidylather ist. 

Hydrophile Latexpartikel nach Anspruch 3, dadurch • 
gekennzeichnet, daB das Monomer bzw. ein Teil der 
Monomeren Glycidylacrylat oder Glycidylmethacrylat 



J U 4 « b b J 




Hydrophile Latexpartikel nach einem der Anspriiche 
1 bis 4, dadurch gekennzeichnet ^ daB das Homo- odezr 
Copolyiaerisai: mit Hilfe eines zwei- oder mehrfach unge- 
s^ttigt^ Vexnetzungsndttels vexnetet. ist. 

Hydrophile Latexpartikel nach einem der Anspriiche 
1 bis 5/ dadurch gekennzeichnet , dafi die Teilchen 
monodisperse Kiigelchen sind xind einen lantereinander 
nahezu gleich groBen Durchmesser von zwischen 0,15 
und 1 }im besitzen. 

m 

Hydrophile Latexpartikel nach einem der Anspriiche 
1 bis 6, dadurch gekennzeichnet # dafi das Homo- oder 
Copolymerisat endstandige Hydroxyl- , primare oder sekun- 
dare Amino-, Thiol- ^ Aldehyd- oder Carboxylgxuppen 
aufweist» 

Hydrophile Latexpartikel nach einem der Anspriiche 

1 bis 7/ dadurch gekennzeichnet , daB sie elnpoly- 

merisierte Farbstof fe oder f luoreszierende Verbin- 
dungen enthalten. 

Verfahren zur Herstellung der hydrophilen Latex- 
partikel genias einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch 
gekennzeichnet, daB ein in Wasser schwerlosliches 
Monomer oder verschiedene in Wasser schwerlosliche 
Monomere in Wasser dispergiert und vmter AusschluB 
von Sauerstoff , beispielsweise in einer Inertgas- 
atmosphare, durch Emulsionspolymerisation in Anwe- 
senheit eines wasserloslichen, Radikale bildenden 
Initiators, jedoch ohne jeden Zusatz eines Emulga- 
tors, stabilisators oder Netzmittels homo- oder 
copolymerisiert werden. 
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10. Verfahren nach Anspruch S, dadurch gekennzeichnet , 
daB ein mlndes-tens eine (co) polymer is ierb are 
C = C -Doppelb±ndiing ±m Molekiil enthaltendes Epoxid, 
gegebenenfalls im Gem±sch lait anderen copolyiuerisier- 
baren Monoxaeren, in Wasser dispergiert und durch 
Emulsionspolymerisatiioii ohne Zusat:z eines Emulga- 
tors homo- oder copolymer is iert wird. 

11. Verfahren nach Anspruch lO, dadurch gekennzeichnet:, dafi als 
Epoxid eine Epoxy-alkylen-Verbindung bzw. ein Glycidylester 
Oder Glycidyiather verwendeli wird. 



12. Verfahren nach Anspruch 10 Oder 11 , dadurch gekenn- 
zeichne-t, .daB als Epoxid Glycidylacrylat oder 
15 Glycidylmethacrylat verwendet wird. 



1 3. Verfahren nach einem der Anspriiche 9 bis 12 ^ dadurch 
gekennzeichne-t, daB die Emulsionspolymerisation 
unlier Zusaizz eines zwei- oder mehrfach unges^ttigten 
Vemetzungsmittels durchgefiairt wird. 

1 4. Verfahren nach einem der Anspriiche 9 bis 13 ^ dadurch 
gekennzeichnet:, daB bei der Emulsionspolymerisation 
das Flottenverhaitnis (Wasser s Monomerenphase ) 
8 .: 1 bis 16 : 1, bezogen auf die Volumina, betragt. 



30 



15; -Verfahren— iTcR^lr^ijiatt^ - dadurch 

gekennzeichne-t, daB die Initiatorkonzentration in 
der waBrigen Phase 0,5 bis 1,5 g/1 



16. Verfahren nach einem der Anspruche lObis 15 , dadurch 
gekennzeichnet, daB die Konzentration des Epoxids 
in der Monomerenphase 1 bis-lOO Gew.% betragt. 

35 

1 7, VerfcQiren nach einem der Anspruche 9 bis 16 ^ dadurch 
gekennzeichnet, daB die Emulsionspolymerisation 
bei einer Temper a tur von zwischen O*^ und 80^c durch- 
gefiihrt wird. 
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Verf ahren nach einem der Anspriiche 9 bxs '^'^ , dadurch 
gekeiinzeichnet, daB der endstandige Epoxid-Gruppen 
enthaltende Latex noch wahrend oder nach der Emul- 
sionspolymerisation mit waBriger Alkalihydroxid- 

15sung, waBriger Ammoniaklosung, mit einem primaren 
Amin, einem Hydrazin oder e'inem Sulfid, einer Hydrolyse, 
Ammonolyse, Aminolyse oder Thiolyse unterworfen wird, 
so daB sich endstandige Hydroxyl-, gegebenenf alls 
mono- Oder disubstituierte Aminogruppen oder Thiol- 
gruppen bilden, welche gegebenenfalls anschliefiend 
enzymatisch oder mit Periodat bzw. Periodsaure in 
Aldehydgruppen ubergefiihrt werden- 

Diagnostisches Mittel, enthaltend hydrophile Latex- 
part ike 1 gemaB einem der Anspriiche 1 bis 8 als 
Trager und an die sen Trager direkt oder iit>er ein 
Kupplungsmittel als "Briicke" kovalent gebundene 
biologisch und/oder immunologisch aktive Siibstanzen. 



Diagnostisches Mittel gemaB Anspruch 19, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB es als biologisch und/oder immuno- 
logisch aktive Substanzen Peptide, Proteine, Enzyme, 
Hormone, Vitamine, Antigene, Antikorper oder Mikro- 
organismen enthalt. 

Diagnostisches Mittel gemalJ Anspruch 20 zur Bestimmung 
von Thyroxin, dadurch gekennzeichnet , daB es als 
biologisch und/oder immunologisch aktive Substanz 
einen Thyroxin- Antikorper enthalt. 

Diagnostisches Mittel gemaB Anspruch 20 zur Bestimmung 
von Human-Thyreotropin, dadurch gekennzeichnet, daB 
es als biologisch und/oder immunologisch aktive Sub- 
stanz einen Human-Thyreotropin- Antikorper enthalt. 
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Tschechoslowaklsche Akadeinle der Wlssen-* 
schaf-ten 

Narodni 3, 111 42 Prag 



Boehrlnger Mannheim GmbH 

Sandhofer S-trafie 116, 68O0 Mannheim 31 



Hydrophile Lat:expariixkel , Verfahren zu deren 
Hers-telliing und deren Vearwendung 



Die Erfindung betrifft hydrophile Latexpartikel/ ein Ver- 
fahren zu deren Hers-tellung und deren Verwendung als Tra- 
. germaterial fiir biologisch und/oder iinmunologisch aktive 

_ Su bst.anzen in diagnostischen Mit-beln, . 

5 

Fiir die Agglutination von Antigen— Antikorper-Komplexen, 
die in der Immunologie im Rahmen vieler diagnostischer 
Bestimmungen ausgenutzt wird, weil sie besonders schnell 
und einfach durchgefiihrt und haufig mit bloBem Auge beob- 
10 achtet werden kann, verwendet man seit langem hydrophobe 

Latexpartikel als Trager von iramunologisch aktiven Subctan 
zen, beispielsweise von Antikorpern. Diese hydrophoben 
Latexpartikel bestehen meist aus Polystyrolhomo- oder 
Copolymerisaten , beispielsweise Styrol-Butadien-Copolymeri 




c 

1 saten oder Acrylnitril-Butadien-Styrol-Copolymerisaten 
(ABS) und werden durch Emulsionspolyitierisation herge- 
stellt- 



r 



5 Bei der seit langem bekannten Emulslonspolymearisatlon 
sind im allgemeinen vier Komponenten zugegen: ein in 
V^asser schwerlosliches Monomer Oder ein Gemisch ver- 
schiedener in Wasser schwerloslicher Monomerer, Wasser^ 
ein Emuigator und ein wasserloslicher Initiator. Das 

10 Monomere wird dabei durch den Emuigator din Form feiner 
Tropfchen emulgiert^ wobei sich durch Zusammenlagerimg 
von mehreren Emulgatormolekiilen u.a. groBere Micellen 
bildeur die teilweise leer und teilweise mit Monomermole- 
kiilen gefiillt sind; letzteres wird als "Solubilisierung" \ 

15 des Monomeren bezeichnet, Der wasserl5sliche Initiator ( 
bildet Radikale, die die Polymerisation sowohl von ein- j 
zelnen Monomermolekxilen in der Wasserphase als auch in | 
den monomerge fill 1 ten Micellen sowie in den Monomertropf- 
chen auslosen bzw. aktivieren konnen, Tatsachlich findet ^ 

20 aber die Polymerisation iiberwiegend in den gequollenen ^ 
Micellen statt, da einerseits die Monomerkonzentration 
in den Micellen wesentlich groSer ist als in der Umge- ; 
bung einzelner geloster Monomermolekiile und andererseits 
die ttahrscheinlichkeit der Aktivierung von Micellen wegen 

25 ihrer im Vergleich zur Zahl der Monomer tropfchen wesent- : 
lich groBeren Anzahl betrachtlich hoher ist. Der Durch- i 
messer der gefiillten Micellen nimmt wahrend der Polyme- 
risation zu, bis diese schlieBlich in kugelformige Latex- r. 
teilchen ubergehen. Die Emulgatortuolekiile der nichtakti- 

30 vier ten Micellen und diejenigen aus der Oberflache der | 
verbrauchten Monomer tropfchen bedecken die OberflSche I 

m 

der Latexteilchen und tragen so zur Stabilisierung der 
entstehenden Polymerdispersion bei. i 

35 Diese hach dem bekannten Verfahren \inter Zusatz eines f; 

Emulgators oder Emulsionsstabilisators / welcher beispiels- j 
weise ein Tensid oder Netzmittel sein kann, hergestellten 

Latices haben folgende Nach telle , die insbesondere ihre | 
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1 Verwendung als Trager von iramunologisch aiktiven Substan- 
zen stSren und ihren Einsatiz in kontinuierlichen LSsiings- 



g 1. An der* hydz'ophoben Obexxlache dear LattsXpajTuikt:! 

werden neben den gewunschten immunologisch aktiven 
Subs-tanzen, belsplelswelse An-biJcoxpern , unspezi— 
flsch elne Vielzahl anderer Serxairibe stand telle ge- 
bunden; 

1Q 2. die nur adsorptiv, nicht kovalent gebundenen immu- 

nologisch aJctiven Substanzen k5nnen sich wahrend 
der Messung im Verlauf eines diagnostischen Tests 
wieder ablosen; 

3. die bei der Emulsionsp51ymerisation als Emulgator 
15 Oder Stabilisator verwendeten Tenside k6nnen die 

Strtaktur und damit die Aktivitat der biologisch 
aktiven Proteine zerstoren^ well sie in die waBrige 
IfOsung dif f undieren; 

4. beim Entfernen der sie stabilisierenden Tenside 

20 koaguliert die Iiatexsuspension und auch beim Zentri- 

fugieren wird die Stabilisierung gebrochen. Der 
hierbei entstehende Niederschlag kann nur schwer 
Oder iiberhaupt nicht mehr zxam vorherigen Zustand 

25 

Zu r Vermeidung d iese r N achteile wurden bereits ver schi e— 
dene VorschlSlge gemacht, die aber immer nur einen Teil 
der vorstehend genannten Probleme losen konnten: 

30 So sind aus der DE-AS 22 03 377 hydrophobe Latexpartikel 
mit einer TeilchengroBe von 0,01 bis 0/9 pm aus carboxy — 
lierten ABS-Copolymeren und carboxy^lierten Styrol-Buta- 
dieh—Copolymeren bekannt, die als serologisch inerte 
Trager fiir biologisch aktive Proteine verwendet werden 

35 konnen, wobei die Proteine kovalent an den Trager gebun— 
den werden, und zwar uber die in den Latex eingefiihrten 
Carboxylgruppen , unter Ausbildung von Amidbindungen • 



'SaCXXD: <DE 30eSSS3A 1 _l_> 



10 



m * • • 



• « « B » • ^ •••• 

^ e 

1 Aus der DE-OS 28 12 845 slnd hydrophobe Latices mit einer 
TeilchengroBe von 0^05 bis 1 aus ABS-Copolymeren be- 
kannt/ bei denen der Latex ebenfalls mit Carboxylgruppen 
modifiziert und mit einer reaktiven Seitenkette konden- 

2 siert ist^ so daB immunologisch aktive Substanzen eben- 
falls kovalent gebunden werden kcSnnen. 



Mit diesen bekannten hydrophoben Iiatices wird zwar das 
Problem Nr. 2 (s.o.) gelost, alle tibrigen Nachteile 
bleiben aber unverS^ndert bestehen. 



Man hat deshalb auch schon versucht, ans telle hydrophober 
Latices hydrophile Gele als Trager fur immunologisch 
aktive Substanzen zu verwenden. Da hydrophile Gele keine 

15 Oder nur sehr geringe Adsorptionseigenschaf ten haben, 
andererseits aber die kovalente Bindung von Proteinen 
an solche Gele bekannt ist, hat man "Mikrogele" vorge- 
schlagen, die aufgrund ihrer Herstellungsweise und ihres 
Teilchendurchmessers ebensogut als "Latices" bezeichnet 

20 werden konnten. Solche hydrophilen Latices sind beispiels- 
weise aus der US-PS 4 138 383 bekannt. Sie bestehen aus 
kugelforraigen Teilchen mit einem Durchmesser von weniger 
als 0,35 pm, die unter den Bedingungen einer durch freie 
Radifcale initiierten waBrigen Emulsionspolymerisation 

25 hergestellt werden^ wobei als Monomere Acrylamide, Acryl- 
saure, Methacrylsaure Oder Acrylate verwendet werden. 
Als Emulgatoren werden beispielsweise Metallseifen ver- 
wendet. An die so erhaltenen hydrophilen Mikrogele werden 
biologisch und/oder immunologisch ctktive Substanzen in an 

30 sich b^annter Weise uber Carbodiimid- Oder Glut^aldehyd- 
Briicken kovalent gebunden. Damit sind zwar die Probleme 
Nr. 1 und 2 (s.o.) gelost worden, nicht aber die Probleme 
Nr. 3 und 4 , da die Emulsionspolymerisation nach wie vor 
unter Zusatz eines Emulgators oder Stabilisators durch- 

35 gefiihrt werden muB. 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrxinde, hydrophile 
Latexpartikel, ein Verfahren zu deren Herstellung und 
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ein dlcse enthaltendes diagnostisches Mittel zu schaffen, 
mit denen es gellngi:, alle .vier oben . genannten Nachteile 
2U vermeiden, Der Erfindung liegt also insbesondere die 
Aufgabe zugrunde, hydrojphile Latexpartikel zu schaffen^ 
dxe In der* I^age sxnd, b±olog±sch und/odex: xnuuuiiologlscli 
aktive Substanzen kovalent zu blnden, die die Struktur 
und damili die AktivitSt der biologisch aktiven Proteine 
nicht beeintrachtigen, deren Stabilisierung beim Zentri- 
fugieren nicht gebrochen wird und die sich koagulieren 
und anschlieBend wieder leicbt: resuspendiezren lassen. 

Diese Aufgabe wird gemafi der Erfindung durch aus einem 
Homo- Oder Copolymerisat von in Wasser schwerloslichen 
Monomeren bestehende hydrophile Latexpartikel gelost, die 
dadurch gekennzeichnet sind, daB sie durch Emulsionspoly- 
merisation in Anwesenhelt eines wasserloslichen, Radikale 
bildenden Initiators, jedoch ohne jeden Zusatz eines 
Emulgators , Stabilisators oder Netzmittels herstellbar 
sind. 

Nach einer bevorzugten Aus fiihrungs form der Erfindung 
steht mindestens ein Teil der Monomeren r aus denen die 
hydrophilen Latexpaartikel aufgebaut sind, aus einem 
mindestens eine polymerisierbare C=C -Doppelbindung im 
Moleklil enthaltenden Epoxid. 

Es hat sich iSberraschenderweise gezeigt, daB entgegen der 
in Fachkreisen seit langem herrschenden Meinung, die auch 
in dem eingangs zitierten Stand der Technik zum Ausdruck 
gebracht wird, der Zusatz eines Emulgators, Stabilisators 
Oder eines Netzmittels zur Durchf iahirung der Emulsions- 
polymerisation gar nicht erforderlich ist. Damit entfallt 
aber die me ist eehr schwierige und umstandliche Entfernung 
von Emulgatorresten aus den polymeren Latexpar tikeln , die 
bisher zwingend erforderlich war, well die als Emulgatoren 
verwendeten Metallseifen oder Tenside aus den Latexparti- 
keln dif fundierten und die biologische Aktivitat der an 
die Latexpartikel kovalent gebundenen Proteine bee in— 
. trachtigten oder vollkoromen zerstorten. 



/ex- • 



1 Als besonders vorteilhaft hat sich die Verwendxang von 

mindestens eine polyiaerisierbare Doppelblndiong enthalten- 
den Glycidyl-Verbindungen als Monomer erwiesen. Die 
Struktur dieser Verbindungen weist in der polymer is ier— 
5 baren Doppelbindung einen hydrophoben und in der Epoxid- 
Gruppe, dem Oxiran-Ring, zugleich einen hydrophilen Teil 
auf. Die erf indxingsgemaB entstehenden Latexsuspensionen 
koagulieren nicht trotz Abwesenheit jeglichen Emulgatiors, 
Stabilisators oder Netzmittels. Die Stabilisierxing der 

10 Latexsuspension wird auch beim Zentrifugieren nicht ge- 
brochen. Da die endstandigen Epoxidgruppen fur verschie- 
dene Umsetzungen (Hydrolyse, Aramonolyser Aminolyse, Kon- 
densationen) sehr leicht zugSnglich sind, miissen die 
Epoxidgruppen die Oberflache der monodispers verteilten 

15 Latexkiigelchen so bedecken, dafl sie in die Wasserphase 
hinaus orientiert sind . 

Als Monomere werden erf indungsgemaB vorzugsweise Glycidyl— 
methacrylat , Glycidylacrylat , Glycidyl vinylather , Glyci- 
20 dylvinylphthalat und .3 , 4-Epo3ybut ( 1 ) en verwendet. Es kann 
dabei ausschliefilich eines dieser Monomere verwendet 
werden, so dafl die entstehenden hydrophilen Latexpartikel 
ein Homopolymerisat darstellen, es kann aber auch ein 
Gemisch dieser Monomere copolymer is iert werden* 

25 

Zur Steuerung des Gehaltes an Epoxidgruppen konnen. mit 
einer oder mehreren der genannten Glycidylverbindungen 
auch andere Monomere copolymerisx'ert werden, beispiels- 
weise Styrol, Diene, Acrylamide , Methacrylamide , Alkyl— , 
30 Hydroxy alky 1- und Aminoalkylacrylate , Alkyl-, HydroxY- 

alkyl- und Aminoalkylmethacrylate , Vinylather, Vinylester, 
N-Vinylpyrrolidon und dergleichen* 

Es kann auch in Gegenwart monomerer, polymer is ier barer 
35 Derivate von Farbstoffen oder f luoreszierenden Verbindungen, 
z.B. Fluorescein, polymerisiert werden. Auf diese Weise 
werden farbige bzw. f luoreszierende Latexpartikel erhalten, 
die sich zum Nachweis von Antigenen bzw. Antikorpern in 
menschlichen oder tierischen Geweben eignen. Diese Nachweis- 
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1 metJiode eignel: slch.ibo'^Qtider^ »^art:^jJlllaJrt: zur Hers-bellung 
von Gewebeschnitten in der Histologie. Als monomere, poly- 
mer JLsierbare Derivate warden vorzugsweise Farbstoffe bzw. 
fluoreszierende Verbindungen eingesetiz^, in die in an sich 

5 bekannter Weise Methacryl- bzw* Acryl-Reste eingebaut 
worden sind. 

Um die ScshwerloslichJceit der entstehenden Latexpartikel 
in Wasser zu erhohen, konnen wahrend der Emulsionspoly- 

10 merisation iibliche Vernetziangsiaittel zugese-tzt; werden, 
beispielsweise Alkylen-" oder Hydroay.alkylendiacrylate, 
Alkylen- oder Hydroxy.alkylen dimethacrylate, Alkylenbis- 
. acrylamide oder Alkylenbisacrylmethacrylamide ^ Divinyl- 
benzol und derglexchen. 

15 " 

Als Initiator kann jeder Ublicherweisa fiir die Kmulsions- 
polymerisation verwendete wasserl5sliche Initiator ver- 
"wendet warden; erf indungsgemMB warden vorzugsweise 
Peroxodisulf ate, Peroxobor ate , Wasserstof f peroxid oder 
geeignete Redoxsysteme eingesetzt. 



Das erf indungsgemaBe Verfabren der emulgatorf reien Emul- 
sionspolymerisation von einem oder verschiedenen in 
Wasser schwerloslichen Monomeren zur Herstellung der 
25 hydrophilen Latexpartikel ist gegenxiber Luf tsauerstof f 

bzw. freiem Sauerstof f"iiberhaupt empf indlich. Der Sauer- 
stoff mu0 deshalb sehr sorgfSltig aus alien Polymerisa- 
tionskomponenten und GefSLBen durcb griindlicbes Auskochen, 



durch Destination unter Inertgasatmosphare oder durch 
30 Hindurchleiten von Sticks toff , Argon oder einem anderen 



Die emulgatorf re ie Emulsionspolymerisation wird 
dungsgemaB vorzugsweise mit einem Flottenverhaltnis, 
35 bezogen auf die Volumina, zwischen Wasser- und Monomeren- 
phase von 8:1 bis 16 s 1 durchgef iihrt . 

Die Konzentration des in der waBrigen Phase gelosten 
Initiators betragt vorzugsweise zwischen 0,5 und 1 #5 g/1 
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1 und die KonzGntratioo' des -Epbxiiis. fler Monomerenphase 

, » m ^» •••• 

Die Emulsionspolymerisation wird vorzugsweise bei einer 
5 Temperatur von O bis 80°C dxirchgefuhrt. Die Temperatur 
ist abhangig vom gewahlten Initiator: bei Verwendung 
von KaliiBmperoxodisulfat arbeitet man vorzugsweise bei 
60 bis 70^C. Ebenfalls abhangig. von der Wahl des Initia- 
tors ist die Reaktionsdauer, die zwischen 5 und 40 Stimden 
10 betragt. 

Die erfindungsgemaBen hydrophilen Latexpartikel sind 
streng kugelf 6rniige , monodispers verteilte und unterein- 
ander annShernd gleich groBe Teilchen lait einem Durch- 
15 messer von etwa 0^15 bis 1,5 pm. 

Die hydrophilen Latexpartikel konnen nach beendeter 
Emulsionspolymerisation noch Reste nichtauspolymerisierter 
Monomerer enthalten, die dtarch Wasserdampf destination 
Oder Dialyse beseitigt werden konnen. Auch hierbei koinmt 
die besonders vorteilhafte Eigenschaft der erfindungsge- 
maBen hydrophilen Latexpartikel zum Tragen, die darin 
besteht, dafl die Latexpartikel durch Zentrifugieren 
sedimentiert werden konnen r ohne daB die Stabilisierung 
2^ gebrochen wird, so daB sie anschlieBend wieder redisper- 
giert werden k5nnen. Auf diese Weise kann der erfindungs- 
gemaBe Latex durch mehrf aches Zentrifugieren und Dekan- 
tieren auf einfaciie Weise gereinigt werden. 

30 Die endstandigen freien Epoxidgruppen des erfindungsge- 
maBen Latex sind gegeniiber den unterschiedlichsten chemi- 
schen Substanzen hoch reaktionsf ahig und konnen deshalb 
leicht hydrolysiert/ mit Periodat oder Periodsaure zur 
Aldehydgruppe oxidiert, mit Ammoniak, priraaren Aminen, 

35 Diaminen oder Hydrazinen zu prinuod.sek, Aminogruppoci umge- 
setzt Oder mit Hilfe anderer bekannter Reaktionen modi- 
fiziert werden. Die Emulsion des erfindungsgemaBen Latex 
weist trotz Fehlens eines Emulgators eine derart hohe 
StabiliLSt auf, daB die Modif izierung der Epoxidgruppen 
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gewiinsditienfalls auch schon wahrend der Emulsionspolymeri— 
sa-tion durchgefiihrt werden kann^ so daB bereltis aus der 
Polymerisationsreaktion ein I>at:ex entsteht^ der an der 
Oberflache belspielsweise mli: prlmS.ren Amlnogruppen 
modiflziert Is-fc. Die laodif izierten Oder derivatisierten- ? 
Epoxidgruppen stehen dann fiir die "Kupplung" mit biolo- 
gisch und/oder immunologisch aktiven Proteinen, die somit 
kovalent an die als Trager fungierenden hydrophilen Latex- 
parliikel gebunden werden, zur Verfiigung. 

Die eingangs genannte Aufgabe wird somit we iter durch die 
Verwendung der erf i-ndungsgemaBen hydrophilen Latexpartikel 
als serologisch inerte Trager fiir biologisch und/oder 
imiQtinologisch aktive Substanzen gel5st, belspielsweise 
als Trager fiir Peptide, Proteine, Enzyme, Hormone, Vita- 
mine, Antigene, Antikorper und Mikroorganismen. 

Gegenstand der Erfindung ist somit weiterhin ein diagno- 
stisches Mittel, enthaltend erf in dungs gemaSe hydrophile 
Latexpartikel als Trager und an diesen Trager direkt Oder 
iiber ein Kupplungsmittel als "Banicke" kovalent gebundene 
biologisch und/oder immunologisch aktive Substanzen der 
vorstehend genannten Art* 

Die erf indungsgemaBen diagnostischen Mittel eignen sich 
besonders zum Einsatz in Radioiramuno- (RIA) , Enzymimmuno- 
-(EIA-) und sogenannten eliSA( «i2Yme linked .immunosorbentL 
assay) —Tests . 
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1 Belspiel 1 

In 80 ml des till xer tern Wasser warden 0,08 g Kaliumperoxo- 
disulfat (K2^2^8^ gelost und dadurch von Luf tsauerstof f 
5 befreit, daU 30 Minuten lang Sticks toff hindurchgeleitet 
wird. Gleichzeltig warden 10 ml Glycidylmethacrylat auf 
dieselbe Weise von Luf tsauerstof f befreit. Beide Kompo- 
nenten warden in einen Glasreaktor verbracht und weitare 
10 Minuten lang mit Stickstoff behandelt. Danach wird 
10 der Reaktor geschlossen und die Reaktion unter standigem 
RQhren 6 Stunden lang bei einer Temperatur von 65^C durch- 
gefuhrt. Nach dieser Zeit betragt der Umsatz 98%. Das 
Reaktionsprodvikt ist ein Latex aus kugelformigen, mono- 
dispers verteilten Polyglycidylmethacrylat-Partikeln mit 

15 einem Durcbmesser von 0,44 pm. 
Beispiel 2 



Wie in Beispiel 1 beschrieben, werden 160 ml destillier- 
tes Wasser, in dem 0,08 g ^2^2^^ gelost sind, und 10 ml 
eines Gemischs aus 15 Gew.% Glycidylmethacrylat und 
85 Gew. % Styrol getrennt vom Sauerstof f befreit und 6 
Stunden lang unter standigem Ruhren bei einer Temperatur 
von 65*^C miteinander umgesetzt. Danach betragt der Dmsatz 
25 71,6%. Die nichtauspolymerisierten Restmonomeren werden 
durch Wasserdampf destination beseitigt. Die entstehenden 
monodispersen copolymeren Latexpartikel haben einen Durch- 
messer von 0,22 pm. 



Beispiel 3 



Wie in Beispiel 1 beschrieben, warden edLne Losung von 
0,1 g K-.S^Oq in 100 ml destilliertem Wasser imd 10 ml 

2 2 o 

eines Gemischs aus 15 Gew.% Glycidylmethacrylat und 85 Gew.% 
35 vinylacetat miteinander \imgesetzt. Der Umsatz betragt 

80%. Die Restmonomeren werden durch Wasserdampf destina- 
tion entfernt. Der entstehende Latex besteht aus mono- 
dispersen, kugelformigen Teilchen mit einem Durchmesser 
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von 0^1 6 pro. 

.100 ml des so hergest:ellt:en Laliex werden mli: 100 ml 
O^l M-NaOH -1*6 sung vermlscht und bei einer- Temper atur von 
euwa 25 C 24 S-tunden sliehengelasseno Auch wahrend und 
nach der Hydrolyse bleibt die Stca3ilitSt des Latex er- 
halten. Die Emulsion wlrd zen-trifugier-k, der Uberstiand 
abgegossen und die fes-be Phase wieder in Wasser redisper- 
gieri:» Das Zeniirifugieren und Redispergieren wlrd zweimal 
wlederholi:. Die ents-tehende neutrale Emulsion wird mi-t 
1 M-H2SO^ auf einen' pH-Wert von 3 gebracht und mit Period- 
saure in einer den Epoxidgruppen aquivalenten Menge ver- 
se-bz-t. Die Oxidation wird bei 25^C etwa 24 Stunden lang 
durchgefiihrt; anschlieBend werden die nichtumgesetzten 
niedermolekularen Stoffe durch Dialyse entfernt. Die 
modif izier-ten Latexpaxtikel der stabilen Emulsion ent- 
halten 2,8 Gew.% oder 0,97 mMol/g an Aldehydgiruppen. 

Beispiel 4 

Wie in Beispiel 1 beschrieben, werden eine Iiosung von 
0,1 g K2S20g in lOO ml destilliertem Wasser und 10 ml 
eines Gemischs aus 15 Gew.% Glycidylmethacrylat und 
85 Gew.% Xsopren bei einer Temperatur von 65^C 24 S-bunden 
lang lungesetzt. Der Umsatz betragt 76%. Die Hestmonomeren 
-werden -anscblieBend durcti Wasser dampfdestillatiion entfer nt 
wobei stabile # monodispers verteilte kugelformige Latex- 
partikel mit einem Durchmesser von 0,25 pm entstehen. 

100 ml dieser Emxilsion werden anscblieBend mit 100 ml 
waBriger Ammoniaklosung {25%ig) verse tzt und 24 Stunden 
lang bei Zimmer temper a tur stehengelassen, wobei die 
Epoxidgruppen durch Ammonolyse in Aminogruppen Ubergehen* 
Das Keaktionsprodukt wird anschlieBend mit Periodsaure 
behandelt, wobei ein Latex entsteht, der 4,5 Gew.% oder 
1,55 mMol/g an Aldehydgruppen enthalt. 
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Beispiel 5 

Wie in Beispiel 1 beschrleben^ warden elne I*6sung von 
1,5 g K^S^Og In 1,5 1 Wasser und 15 ml Glycidylmethacry- 
lat getreimt von Sauerstof f befreit und miteinander umge- 
setzt. Weitere 120 ml von sauerstof f re iem Glycidylmethacry- 
lat werden kontinuierlich wShrend 6 Stunden unter SauerS 
stof fausschluB in das Reaktionsgef SB zugetropft. Danach 
wird die Polymerisation noch 30 Minuten lang fortgesetzt. 
Der Umsatz betragt dann 85%, und die entstehenden Partikel 
haben einen Durchmesser von 1,1 pm. 

Beispiel 6 

Wie in Beispiel 1 beschrieben, werden 10 ml eines Ge- 
mischs von 1 Gew. % Glycidylmethacrylat und 99 Gew.% 
Styrol und eine Losung von 0,1 g K2S20g in 100 ml destil- 
liertem Wasser bei 65^C wahrend 22 Stunden polymerisiert, 
wobei hydrophile Latexpartikel mit einem Durchmesser von 
0,5 pm entstehen. Der Umsatz betragt 90%, 

Beispiel 7 

(Latex) -OCH^^-CH-CH^ "^^2^ > ■ (Latex) -OCH^-CH-CH^ 

OH OH 

■fNaJO^ ^ (Latex) -OCH^-CHO 

20 ml einer nach Beispiel 1 hergestellten Latex-Suspension 
werden mit 5 ml 2N Natronlauge liber Nacht bei Raumtemperatur 
geruhrt und dann 5 Std. gegen Wasser dialysiert. Die ver- 
bleibende Suspension wird nach Zusatz von 100 mg Natrium- 
perjodat auf pH 3 eingestellt und tiber Nacht bei Raum- 
temperatur geruhrt und dann 4 Std- gegen dest. Wasser 
dialysiert. 
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Belsplel 8 



(Latex) "OCH^-CT-^H^ "^^3 (Latex) -OCH2-CH-CH2 

^ NH2OH 



+ Y 2 ^N-OC-CH--CH->-C-NHCH„-CH ^ 
CH^-CCy^ 5 ^ ^ ^ ^ ^OCH3 

1 . Amldieirung 

2. Saure Hydrolyse des- Acetals 



(Latex) -OCH^-CH-NH-C-CH^-CH^-C-NH-CH^-CHO 



CI^-OH O O 



20 ml einer nach Belspiel 1 hergestellten Latex-Suspension 
werden mit 10 ml konzentrierter Ammoniak-Losung 20 Std. 
be! Raumtemperatur geruhrt und 48 Std, gegen fliefiendes 
Wasser dialysiert. Die erhaltene Suspension wird abzen- 
trifugiert. Der Stickstof f-Gehalt der Trockensubstanz 
liegt danach hex etwa 1 %, was einer Aminierung von etwa 
jeder 10. Epoxid-Einheit entspricht^ bei einer bevorzugten 
Reaktion an der Oberflache aJ^er sicher einem hSheren Deri- 
vatisierungsgrad entspricht. Die abzentrifugierte Fest- 
substanz wird mit 20 ml 0^1 N Natronlauge wieder auf genommen. 
Dazu werden unter Ruhren 1 ,5 g Bernsteinsaurehydroxysuccinimid- 
e s t er- amido ace taldeKy d- acetal tgelost " in - & ml Dimetiiylrformamid^ 
getropft. Die entstehende Suspension wird noch 3 Std. geruhrt, 
danach mit IN Salzsaure auf pH 3 gebracht und dann 12 Std- 
gegen flieSendes dest. Wasser dialysiert. 
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Beispiel 9 



(Latex) -OO^-CH-^H^ "^^^3^ >• (Latex) -OCH2-CH-SH 



CH-OH 



+ N-(CH,)^-C00-N;'*^*^ 

CB-CO^ ^ CO-CH, 
^ 



10 (Latex) -OCH2-CH-S— CH-CO J ^-COO-N CO-CH2 



CH2OH CH2-C0^ ^ ^ "*CO-CH. 



20 ml einer nach Beispiel 1 hergestellteir Latex- Suspension 
15 werden mit 0,5 g Na2S»9H20 versetzt und 2 Tage bei Raxam- 
temperatuir geruhrt. AnschlieBend wird gegen flieBendes 
dest- Wasser dialysiert, bis die Suspension geruchsfrei 
ist, dann vrird die Suspension abzentrif ugiert . Die Trocken- 
substanz enthalt etwa 2 % Schwefel, was einer Derivatisierving 
20 etwa jeder 10. Epoxid-Einheit entspricht, bei einer bevor- 
zugten Reaktion an der OberflMche aber sicher einem hoheren 
Derivatisierungsgrad entspricht. 

Das abzentrifugierte Produkt wird mit 1 g S-Maleiniioido- 
hexansaure-hydroxysuccinimidester (gelost in 6 ml Dimethyl- 
25 formamid) versetzt, 3 Std. bei Raumtemperatur geruhrt 

und dann 12 Std. gegen fliefiendes dest, Wasser dialysiert. 



Beispiel 10 

Bildunq von Latex-gamma-Globulin-Kon jugaten 

1 ml gamma- Giobulin-Lo sung (enthaltend 56,6 mg Protein) 
werden mit jeweils 20 ml einer 
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nach Beispiel 1 herg 
nach Bexspiel 7, 
nach Beispiel 8 und 
nach Beispiel 9 



-tellten , 



a) 
b) 
c) 
d) 

La'tex-Suspenslon versetzt und 12 Std. t>ei Raiamtemperatur 
dialysiert. Die verbleibenden Suspensionen warden abzen- 
trifugiert. AnschlieEend wird im fJberstand freies Protein 
bestlmmt:* Aus dem gefundenen Wert ISflt sich der an die 
liatex-Teilchen gebundene Anteil berechnen. Danach enthSlt 



Ansatz a 
Ansatz b 
Ansatz c 
Ansatz d 



8 mg gamma— Globulin « 
43 mg gamma -Globulin, 
15 mg gamma—Globulin, 
19 mg gamma-Globulin, 



gebunden 
gebunden 
gebunden 
gelDunden 



Beispiel 1 1 



Bildung von Iiatex— IgG-Kon jugaten 

Wie in Beispiel 10 beschrieben werden aus einer IgG-Losung 
und verschiedenen Latex-Suspensionen Latex- I gG-Kon jugate 
hergestellt. Durch Antikorper-Komplexbildung wird die 
Beladung der Latex- Par t ike 1 mit IgG-Molekiilen nachgewiesen. 

Im folgenden werden zwei diagnostische Mittel als 

Beispie le f Ur die Verwendung de r erf indun gsgem aBen hydro— 
philen Latexpartikel beschrieben, und zwar zur immunolo- 
gischen Bestimmung von Thyroxin (T^) mit Hilfe von T^- 
Antikorpern aus Anti— T^-Serum vom Schaf und zur Bestimmung 
von Human thyr(e)o tropin (TSH) im Serum mit Hilfe der 
DoppelantikOrper-Trenntechnik • 
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1 Beispiel 1 2 

Verwendung von Homopolyglycidylmethacrylat-Iiatexpartikeln 
als Trager fur Anti-T .-Serum vom Schaf.; diagnostlsches 
5 Mittel zur Durchfiihrung eines T--ELISA 



Piir die Bestimmxxng von Thyroxin (T^) mittels ELISA wiirden 
zunachst T^-Antikorper aus einem Anti-T^-Serum vom Schaf 
an die erf indungsgemafien hydrophilen Homopolyglycidyl— 

10 methacrylat-Latexpartikel kovalent gebunden, indem letztere 
nach exnem der Beispiele 7-9 derivatisiert und in Analogie 
zu den Beispielen 10 und 11 mit den T^-Antikorpern umge- 
setzt warden. Die so erhaltenen solid-f ace-Antikorper 
stellen das erste Reagens fur den Test dar. Als zweites 

15 Reagens wird T^ in an sich bekannter Weise mit einem hier- 
fiir geeigneten Enzym, beispielsweise Peroxidase (POD) Oder 
B-Galaktosidase (B-Gal) , markiert, d.h. zu einem Enzym- 
konjugat "gekoppelt". Als Enzym wird im vorliegenden Bei- 
spiel B-Gal verwendet. Das dritte Reagens ist die einen 

20 unbekannten Gehalt an aufweisende Probe und das vierte 
Reagens ein iibliches Substrat flir die 6-Gal des Enzym- 
konjugats, und zwar im vorliegenden Falle Nitrophenyl-B- 
galactosid in Tris-HCl-Puf f er , pH 7.3. 

25 Das T^stprinzip beruht auf dem Ablauf folgender drei 
Reaktionen: 

1 . Der immunologischen Reaktion zwischen den an die 
hydrophilen Latexpartikel kovalent gebundenen T^- 

30 Antikorpern einerseits und dem enzymmarkierten T^ 

( "Enzymkonjugat" ) und dem in der Probe enthaltenen 
freien andererseits . Bei dieser Reaktion findet 
also eine kompetitive Bindung zwischen den solid- 
face- Antikorpern, dem Enzymkonjugat und dem der 

35 Probe statt. 
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2. Der B/P-Trennung {B=bound, F=free) . Es handelt sich 
hier also um eine Trennung von gebundenem (bound) 
und un gebundenem (free) Enzymkonjugat . Diese Trennung 
kann in vorteilhaf ter Weise durch Zentrifugieren oder 
durch Dlalyse, beisplelswelse gegen Wasser oder eine 
geeignefce Puf f erlosung, erreicht warden. 

3. Der Enzymnachweisreaktion, die zwischen dem Enzym- 
konjugat und dem Ublicherweise verwendeten, ftir das 
eingeset-zte Enzym spezif ischen, Substrat ablauft und 
die kolorimetrisch oder auf andere bekannte Weise ver- 
folgt werden kemn. Die Enzymaktivitat kainn entweder 

im Zentrifugat (f ree-Anteil) oder in dem resuspendierten 
Niederschlag (bound- Anteil) erfolgen. 



VersuchsdurchfuJirung 

Die in oben angegebener Weise hergestellte Latex-anti-T^- 
Suspension wird im Wasser oder Pufferlosung im Verhaltnis 

1:1OO0 verdtinnt- 0,5 ml dieser Suspension werden mit lOO^ul 
einer T^~Serum-Standardlosung mit verschiedenem, jeweils 
bekanntem T^-Gebalt und 100 ^ul einer T^-B-Gal-Konjugat- 
Losung versetzt. Das Reaktionsgemisch wird 30 Minuten 
bei Raumtemperatur inkubiert. Wabrend der Inkubation 
wxirde ein Ansatz standig geschiittelt, wahrend ein zweiter 
Ansatz mit gleichem T^-Standardgehalt lediglich stehen 
gelassen wurde. Dan ach wurde jeweils die Suspension zen- 
trifugiert und der tJberstand, in dem sich die F-Phase 
befindet, abgetrennt. Die B-Phase, also das an die solid- 
face-Antikorper gebundene T^-B-Gal-Kon jugat , befindet 
sich im Niederschlag . Zur Bestimmung der Enzymadctivitat 
wird dieser in fibers chiis si ger Sxabstrat-Losiing/ bestehend 
aus 

450 mg/1 p-Nitrophenyl-B-galactosid (Fa. Sigma) 
100 mM Natriumchlorid 

ID mM Magnesiumchlorid 

10 mM Tris-Puf fer/HCl 
0,4 % (V/V) Mercaptoathanol 
pH-Wert 7.3 
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1 versetzt und in bekannter Weise die Extinktion bei 

einer Wellenlange von 405 nm gemessen. Es zeigte sich, 
daB die ohne aufiere mechanische Durchmischung in der 
Schwebe gehaLtenen Latexpartikel ein um etwa 11 % 

5 verringertes Signal ergeben. 



Nachdem auf diese Weise die T^-Eichkurven ermittelt wur- 
10 den, warden anschlieBend in derselben Weise Bestimmungen 
durchgefuhrt^ bei denen anstelle von 100 yul T^-S-tandard- 
serum jeweils 100 ^ul von Proben vinbekannten T^-Gehalts 
eingesetzt und die Extinktion der B-Phasen nach der 
Resuspendierung in Substratlosung gemessen werden. 

15 

Es wurde f estgestellt , - da0 die hydrophilen Latexpartikel 
als Trager fiir Antikorper und auch Antigene hervorragend 
geeignet sind \md deren Immunreaktivitat nicht beein- 
trachtigen, Sie konnen daher mit groBem Vorteil bei solid- 

20 f ace-Enzymimmunotesten als Trager eingesetzt werden. Weiter 
wurde f estgestellt , dafi die hydrophilen Latexpartikel in 
Puf fenailieu iiber lange Zeit hinweg in der Schwebe bleiben, 
daB die Dichte der Partikel also etwa gleich eins ist- 
Dariiber hinaus sind die erf indungsgemaBen hydrophilen 

25 Latexpartikel gut zentrif ugierbar und resuspendierbar , 
ohne an Immunreaktivitat einzubiiBen. 

Beispiel 1 3 

30 Enzymimmunoassay (EIA) zur Bestimmung von Hrnnan- 
Thyreo tropin (TSH) 



Die Bestimmung von TSH in Humanserum ist von erheblicher 
Bedeutung fiir die Diagnose von Schilddrusenerkrankungen. 
35 Eine primare Hypothyreose erkennt man an einer stark 

erhohten Basal-TSH-Konzentration (lO bis TOO pU TSH/ml) . 
Dariiber hinaus kann eine Hyperthyreose mit Sicherheit 
dann ausgeschlossen werden, wenn der TSH-Basalwert im 
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Serum von 0,5 bis 3 pU/ml nach Stimulation mit TRH 
(Thyroidea-releasing-hormon) nicht ansteigt. Steigt der 
TSH-Weirt dagegen tim mindestens 2,5 pU/mlr jedoch um nicht 
meltt als 25 pU/ml, dann ist der Schilddriisen-Stof fwechsel 
mit hoher Wahrscheinlichkeit ungestort. Bin Aixsti^y uiu 
mehr als 25 pU/ml von einem mehr Oder weniger leicht er- 
hohten Basalwert laBt auf eine latente praklinische 
Hypothyreose schlieBen. Es sind bereits Enzymimmunoassays 
fUr TSIl bckannt (Clinlca Chomica Acta £7, 263 - 268 (1976); 
enzyme labelled immunoassay of hormones and drugs, 
herausgegeben von S.B. Pal, Walter de Gruyter, Berlin und 
New York, 197S, S. 327 - 337; Analytical Biochemistry 
4-^9 - 425 (1979)). Diese bekannten Bestimmungsmethoden 
benotigen jedoch iibermaBig lange Xnkubationszeiten (bis 
zu 5 Tage) , sind unempf indlich (5 pU TSH/ml) Oder setzen 
aufwendige MeBgerate voraus (Fluorometer oder Lumino- 
meter) , wobei auBerdem eine Vorrichtung zum Mischen der 
Ansatze erf order lich ist. 

Die Verwendung der erf indungsgemaBen hydrophilen Latex- 
partikel eirmoglicht nun eine photometrische Bestimraung 
des TSH in einer Gesamtinkubationszeit von nur 2 1/2 
Tagen nach der Doppelantikorper-Trenntechnik. Dabei wird 
der zweite Antikorper an die erf indungsgemaBen hydro- 
philen Latexpartikel kovalent gebunden. Die gebundene 
Enzyma k t ivitat wird dann n ach einer B/F-Tr e nnun g geme ssen> 
Da die Latexpartikel eine Dichte aufweisen, die nicht 
wesentlich hoher als diejenige von Wasser ist, bleiben 
sie auch wahrend der Enzymreaktion in der Schwebe , wo- 
durch das iibliche Mischen entfallt, Bei Verwendung von 
sehr verdunnten Latexsuspensionen, die aufgrund der hohen 
Beladbarkeit mit Antikorpern ohne weiteres moglich ist, 
entfallt auch das Zentrifugieren der Part ike 1 nach Ablauf 
der Enzymreaktion, da durch die Suspension hindurch 
photometrisch gemessen warden kann. 



X 



w 
1 




J u ^ o oo J 



m 

1 Im Gegensatz zu den iiblicherweise in immunologischen 

Testverf ahren verwendeten Iiatices lassen sich die anti— 
korperbeladenen, erf indungsgemaBen hydrophilen Polyglycidyl- 
methacrylatpartikel nach dam Zentrifugieren leicht re- 

5 suspendieren. Aus demselben Grund zeigt sich eine sehr 
geringe nichtspezif ische Adsorption des enzymmarkierten 
Antigens (gebundene TUctivitSt in Abwesenheit vom primaren 
Antikorper) . 

lO Versuchsdurchfuhrung 

0^2 ml TSH-Standard (internationales Ref erenzpraparat 
MRC 68/38 in TSH-freiem Seriam) werden mit 6,^ ml einer. 
1:150000 Verdiinnung in Wasser oder geeigneter Puffer- 

15 losung eines an sich bekannten Anti-TSH- Antiserums ^ bei- 

spielsweise von Meerschweinchen , inkxibiert. Nach 12 Stianden 
werden 0,1 ml einer L5sung eines Enzymkon jugats, bestehend 
aus an Glukoseoxidase (GOD) kovalent gekoppeltem TSH (ent- 
sprechend ca. 1,5 x 1o"^ g TSH), zu dem Gemisch der ersten 

20 Stufe pipettiert. Zu diesem Gemisch werden nach weiteren 
12 Stunden 0,1 ml einer Latexsuspension pipettiert. Die 
Suspension enthSlt 0,1 bis 1 rag/ml Methacrylatlatex , wo- 
bei - wie in Beispiel 11 beschrieben - pro 1000 mg der 
trockenen Latexpartikel 5 bis ISO mg Protein einer Immun- 

25 globulinf raktion , die aus einem Ziegenanti serum gegen 

Meerschweinchen-IgG gewonnen wurde^ hinzugefugt und so an 
die hydrophilen Latexpartikel kovalent gebunden worden 
sind- Nach diner Stunde wird zentrifugiert und der Nieder- 
schlag der Latexpartikel mit 1 ml einer geeigneten Puf fer- 

30 losung gewaschen, wodurch die Latexpartikel resuspendiert 
werden. 2VnschlieBend wird erneut mehrfach zentrifugiert 
und gewaschen. Die OberstSnde werden verworfen. 
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Zu jedem Ansatz wird 1 ml einer Substratlosung fiir die 
GOD pipettiert Xind kurz geschiittelt. Die Latexpartikel 
bleiben danach mindestens 2 Stunden lang gleichmaBig 
suspendiert. Damacli wird die Suspension in eine MeB- 
kuvetr-iift iiberfiihirt und die Extinkfcion bei 405 lun gemessen. 
Von jeder Extinktion wird ein Sxibstratleerwert abge- 
zogen. L- ist die Extinktion von 1 nil Substratlosung, 
die die gleiche Masse beladener Latexpartikel enthalt 
wie die oben erwahnte Ijatex-Suspension , die zu dem Ge- 
misch aus Anti-TSH-Antiserxam und TSII-GOD zugegeben 
wurde . 

Die so ermittelten Extinktionen werden fiir verschiedene 
Standardkonzentrationen an TSH aufgezeichnet. Mit Hil.fe 
<aieser Eichkurven werden die Konzentrationen von TSH 
in klinischen Proben unbekannten Gehaltes anhand der er- 
mittelten Extinktionen abgelesen* 

Als geeignete Pufferlosung wird vorzugsweise eine 0,04 M 

Phosphat-Losimg, pH 7,4, verwendet, die 0,005 M EDTA, 
0,1 % Kinder serumalbumin sowie 0,15 M NaCl enthSlt. 

Als GOD-Substratlosung wird bevorzugt eine wSBrige 
Losung eingesetzt, die 5 g/lOO ml Glukose, 100 mg/100 ml 
2,2 '-Azino-di-^3-ethyl-benzthiazolon-sulfonsaure (6)^7 
(ABTS) , 5 mg/100 ml Peroxidase (POD) , 0,05 M Phosphat- 
puf£er ^ pH--5,-6 entlialt • 

Ziiia Vergleich wurde der TSH-Gehalt dreler Seruroproben 
sowohl mit dem vorstehend beschriebenen EXA (A) als auch 
mit Hxlfe eines bekannten Doppelantikorper-RIA (B) be- 
stimmt. Wie die folgende Tabelle zeigt, stimmen die je- 
weils ermittelten Werte gut iibereins 
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Serum 1 
Serum 2 
Serum 3 



11,2 fiU/ml 
7/3 |iU/ml 
3/8 pU/ml 



(B) 

12/5 pU/ml 
7,1 |iU/ml 
4,5 pU/ml 



Auch aus der vorstehend beschriebenen TSH-Bestimmiing 
ergibt sich, daB die erf indungsgemafien hydrophilen Latex- 
partikel als Trager f\ir biologiscdi und/oder immunologisch 
aktive Substanzen, Insbesondere fiir Antikorper hervor- 
ragend geeignet sind^ 

Ermittlunq der unspezif ischen Bindiing 

Eine TSH-Standard-Probe wird in der oben unter "Versuchs- 
durchf uhrung" bescbriebenen Weise behandelt. (Probe C) und 

mit einer weiteren gleichartigen Probe (Probe D) verglichen, 
die nahezu den identischen Umsetzungen wie Probe C unter— 
worfen worden ist. Es vmrde lediglich das Anti-TSH- Antiserum 
weggelassen. Der Vergleich der fiir die beiden Proben C und 
D in der Suspension gemessenen Extinktionen 





Probe C 


Probe D 


Extinktion gemessen in 

der Suspension abzuglich L-| 


1 ,028 


0,015 



zeigt, da/X die unspezi f ische Bindung weniger als 1,5 b 
hetraet. 
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